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Biochemisches-Effektmonitoring bei
Belastung mit Umweltschadstoffen

Umweltbelastungen kénnen  Sté-
rungen des Gleichgewichtes zwi-
schen Radikalbildung und Radikal-
abbau verursachen. Vermehrtes
Auftreten von freien Radikalen
kann zu &uBerst schadigenden
Wirkungen auf zellulérer Ebene
féhren. Man spricht in diesen
Fallen von ,Oxidativem Stress”.
Folgende Krankheiten und Pro-
zesse gehen mit erhdhten Radikal-
konzentrationen einher:

Altern

Cardiovaskulare Erkrankungen
Gastroentestinale Erkrankungen
Hautkrankheiten
Immunologische Erkrankungen
Infektionskrankheiten

Infertilitat

Karzinogenese
Lebererkrankungen
Mutagenese

Neurologische Erkrankungen
Rheumatische Erkrankungen
Umweltschadstoffe

Ver- und Entgiftungen

Medikamente
z.B. Zytostatika

Lésungsmittel \ l /

UV-Strahlen —

Dioxine, Furane

— Radioaktivitét
— ¥ Stickoxide

Myko’roxine/ \ Pestizide
2.B. Aflatoxin / \ z.B. DDT

Schwefeloxide Schwermetalle
z.B. Hg, Cd, Pb, Pd

Rauchen

Abb.1: Ursachen freier Radikale

Diagnostische Méglichkeiten zur Abklérung der oxidativen Belastung sind:

Belastungsparameter Antioxidative Versorgung
Malondialdehyd Vitamin E
Mercaptursguren Vitamin C
8-Hydroxy-2-Desoxyguanosin B-Carotin

Coenzym Qg
Entgiftungskapazitét Selen

Superoxyddismutase
Glutathionperoxidase
Glutathion-S-Transferase

P 450-Cytochromoxidase Erléuterungen zu den einzelnen
(Coffein-Speichel-Test) Analysen finden Sie auf den fol-

Glutathion genden Seiten.




Belastungsparameter

Malondialdehyd
Malondialdehyd entsteht bei der
Lipidperoxidation und kann als
MaB fir die Produktion von freien
Radikalen und oxidativen Schadi-
gungen des Organismus herange-
zogen werden. Nach Reakfion mit
Thiobarbitursgure  und HPLC-
Trennung wird der Malondialdehyd
fluorometrisch bestimmt.

Benatigt werden 0,1 ml frisches
oder fiefgefrorenes Heparin- bzw.
EDTA-Plasma.

Normalwerte: < 1,0 uMol/I.

Mercapturséuren
Mercapturséure-Derivate  werden
als Endprodukte bei der Detoxi-
kation von Xenobiotika (organische
Chemikalien, Insektizide, Herbi-
zide, Fungizide) mit dem Urin aus-
geschieden. Der Gehalt an Mer-
captursduren im Urin kann als Maf3
fur die Belastung des Organismus
mit diesen toxischen Substanzen
verwendet werden. Der Gesamt-
gehalt an Sulfhydryl-Gruppen wird
nach Hydrolyse des Urins und
Reaktion mit 5,5'-Dithio-bis-(2-
Nitrobenzoesdure) photometrisch
bestimmt. (Falsch positive Werte
werden bei Cystinurie oder bei
Gabe von Medikamenten mit
Sulthydrylgruppen wie Penicillamin,
DMPS oder Thioridazin erhalten.)

Benatigt werden ca. 10 ml Urin.

Normalbereich:
< 0,074 mMol SH / mMol Krea-

finin

8-Hydroxy-2-
Desoxyguanosin

Radikale fohren héufig auch zu oxi-
dativen Schéden an der DNA.
Dabei wird bevorzugt die Guanin-
Base hydroxyliert und ausgetauscht.
Das freie 8-Hydroxy-2-Desoxygua-
nosin wird unverdndert im Urin
ausgeschieden und ist ein Maf3 fur
die DNA-Schadigung und -Repa-
ratur. Bestimmt wird dieses DNA-

Abbauprodukt mittels HPLC-MS-
MS.

Bendtigt werden ca. 10 ml Urin,
frisch oder tiefgefroren, ohne
Zusatz.

Normalbereich:

0,1-8,2 umol/mol Kreatinin

Entgiftungskapazitét

Superoxid dismutase (SOD)
Das kupfer- und zinkabhéngige
Enzym SOD in Erythrozyten ist in
der Lage, freie Sauerstoff-Radikale
in neutrale Sauerstoffverbindungen
umzuwandeln und damit den
Kérper vor schéadigenden Radikal-
Wirkungen zu schitzen.

0, SOD

- >

02 + HQOQ

Die Bestimmung der SOD-Kon-
zentration ist somit ein Maf} fir die
Kapazitat der kérpereigenen Ab-
wehr von Radikalen.

Benatigt werden 0,5 ml EDTA- oder
Heparin-Blut.

Normalbereich:
600 - 1200 U/g Hb

Gluthation peroxidase (GPx)
Diese cytosolische, selenhaltige
Glutathionperoxidase  tragt  zur
Entgiftung von Wasserstoffperoxid

bei.
H,O, + 2 GSH CPX 2 H.O + GSSG
A — 2

Damit gehért dieses Enzym zu den
wichtigsten Schutzsystemen des
Menschen vor radikalischer Gewe-
beschédigung. Die Bestimmung
der GPx-Aktivitat ist ein wichtiger
Baustein zur Kontrolle des Gleich-
gewichts zwischen Radikalentsteh-
ung und -abbau.

Benatigt werden 0,5 ml EDTA- oder
Heparin-Blut.

Normalbereich:
29,5 -38,9 U/g Hb

Glutathion-S-Transferase i.
Erythrozyten (GST)

Die GST konjugiert halogenierte
C;-Verbindungen mit Glutathion
und macht sie damit ausschei-
dungsfdhig. Damit diese Noxen
vollstandig ausgeschieden werden
kénnen, ist eine ausreichende
Enzymaktivitét notwendig. Diese
wird nach der gaschromatographi-
schen Analyse in Prozent eines
gesunden Normalkollektivs ange-
geben.

Bendtigt werden ca. 4 ml EDTA-
oder Heparin-Blut.

Normalbereich: > 70 %

Anmerkung: Bei verminderter
oder grenzwertiger GST-Aktivitat
sollte die Genotypisierung des
Enzyms durchgefihrt werden um
mégliche Gendefekte zu erkennen.

Bendtigt werden ca. 4 ml EDTA-
Blut.

P 450-Cytochromoxidase
(Coffein-Speichel-Test)

Dieser Test beschreibt die Rate, mit
der die leberspezifische P 450-
Cytochromoxidase das aufgenom-
mene Coffein demethylieren kann.
Die berechnete Coffein-Clearance
ist damit ein Indikator fir die erste
Phase der enzymatischen
Entgiftungsféhigkeit, bei der auch
hochreaktive Zwischenprodukte z.
B. Radikale entstehen.

Néheres entnehmen Sie bitte der
Testanleitung auf Seite 4.

Glutathion

Reduziertes Glutathion stellt einen
zelluléren Sulfhydryl-Puffer dar, der
den reduzierten Status von Zell-
proteinen sicherstellt. Daneben ent-
giftet Glutathion Hydrogenperoxide
unter katalytischer Beteiligung der
Glutathion-Peroxidase.

Das gesamte freie Glutathion
(GSH + GSSG) wird im EDTA-Blut

photometrisch bestimmt.



Abb. 2: Oxidativer Stress -
gewichts zugunsten der Prooxidantiens

Benatigt wird 0,5 ml frisches oder
tiefgefrorenes EDTA- bzw. Heparin-
Blut.

Normalbereich: 206 - 584 mg/!

Antioxidative
Versorg_jung

Vitamin E

Vitamin E fungiert als Radikalfénger
und schitzt ungesdttigte FettsGuren
vor Oxidation. Bestimmt wird a-
Tocopherol mittels HPLC und UV-
Detektion.

Benotigt werden 0,5 ml Serum
oder Plasma

Normalbereich: 5,0 - 16,0 mg/I

Vitamin C

Vitamin C schitzt vor reaktiven
Oxidantien durch Abfang von Hy-
droxy-Radikalen und Superoxid-An-
ionen. Es ist befeiligt am Cyto-
chrom P 450 Enzymsystem, bei der
Entgiftung durch Hydroxylierung
und bei der Aktivierung der Super-
oxid-Dismutase. Vitamin C und E
wirken synergistisch beim Schutz
vor Lipidperoxidation, indem Toco-
pherol-Radikale durch Ascorbin-
sciure wieder zu Vitamin E reduziert
werden.

Vitamin C wird mittels HPLC und
elektrochemischer Detektion be-
stimmt.

eine Verschiebung im Prooxidans-Antioxidans-Gleich-

Benstigt werden 0,5 ml EGTA/
GSH-Spezialplasma (141), das
bei Lagerung und Transport tiefge-
froren werden muss, oder 1 ml
Serum ohne Zusatz, tiefgefroren.

Normalbereich:
3,0 - 14,0 mg/! (HPLC-Methode)

B-Carotin

Carotinoide haben eine Schutz-
wirkung gegen Photosensibili-
sierung durch Abfangen von be-
sonders reaktivem Singulett-Sauer-
stoff. B-Carotin wird nach Extrak-
tion und HPLC-Trennung bei 460
nm bestimmt.

Benétigt wird 1 ml lichtgeschitztes
Serum (Réhrchen i. Aluminiumfolie
verpack)

Normalbereich: 150 - 1250 ug/I

Coenzym Qo

Coenzym Q) besitzt neben seiner
Funktion bei der zellularen Ener-
gieversorgung auch Schutzfunktion
bei der Lipid-Peroxidation. Die Be-
stimmung erfolgt nach Extraktion
und HPLC-Trennung mittels UV-
Detektion.

Benétigt wird 1 ml lichtgeschitztes
Serum (Réhrchen i. Aluminiumfolie
verpack).

Normalbereich: 0,4 - 1,2 mg/I

Siehe auch gesonderte Labor-
Information

Selen

Selen ist ein essentielles Spuren-
element, das an vielen antioxidati-
ven Reaktionen des Korpers betei-
ligt ist. Da die therapeutische Breite
dieses Mefalles relativ gering ist,
wird eine regelmdBige Kontrolle
des Selen-Spiegels empfohlen, vor
allem unter Substitutionstherapie.

Benétigt werden 1 ml Serum.
Normalbereich: 53 - 105 ug/!

Anmerkung: Bei einer Exposition
mit aromatischen Aminen wie z. B.
Benzidin und 4,4’-Methylen-bis-(2-
chloranilin) (MOCA) empfiehlt sich
die Genotypisierung der N-Acetyl-
Transferase. Langsame Acetylierer
entwickeln héufiger Harnblasen-
tumore, da acetylierte aromatische
Amine schlechter hydroxyliert, d. h.
zu toxischen Hydroxylaminen um-
gewandelt werden.

Fior diese Analyse werden 2 ml
EDTA- oder Heparin-Blut benétigt.
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Coffein-Speichel-Test
zur Uberprifung der P 450-Cytochromoxidase-Aktivitét

(1) Fihrung des/r Patienten/in vor und wéhrend des Tests:

12 Std. vor und insbesondere wahrend der Dauer des Coffein-Tests diirfen keine coffeinhaltigen Getréinke (z.B.
Kaffee, Tee, Coca-Cola 0.4.) oder Nahrungsmittel (z.B. Schokolade) aufgenommen werden, da durch das
zusétzlich anflutende Coffein eine sinnvolle Testauswertung unméglich gemacht wirde.

(2) Testablauf

- Rahrchen vorbereiten ( Beschriften: VW, ,2h*, ,5h" und ,8h")

- Speichelabnahme vor Tabletteneinnahme als Vorwert in Réhrchen ,YW*

- Tabletteneinnahme (200mg Coffein p. o.; z.B. ,Coffeinum 0,2 Compretten”) genaue Uhrzeit notieren
- ca. 2 Std. nach Tablefteneinnahme: Speichelabnahme in Réhrchen ,2h”; genaue Uhrzeit notieren

- ca. 5 Std. nach Tablefteneinnahme: Speichelabnahme in Réhrchen ,5h”; genaue Uhrzeit notieren

- ca. 8 Std. nach Tabletteneinnahme: Speichelabnahme in Réhrchen ,8h”; genaue Uhrzeit notieren

- Kérpergewicht des/r Patienten/in notieren

- Réhrchen mit Begleitpapieren umgehend ans Labor senden. Bis zum Transport kihl lagem.

(3) Bemerkungen zur Technik der Speichelabnahme

Jeweils ca. 15- 20 Min. vor einer Speichelabnahme keine feste Nahrung und Getréinke mehr aufnehmen;
Mundhéhle durch Schluckbewegungen weitgehend von festen Nahrungsbestandteilen befreien; zum vorge-
schriebenen Zeitpunkt der Speichelabnahme (s. Zeitplan oben) wird mit der Speichelsammlung in der
Mundhéhle begonnen und der tber ca. 1-2 Min. gesammelte Speichel in das entsprechende Réhrchen ent-
leert; fur die Coffein-Bestimmung wird ein Volumen von mindesten 0,5 ml pro Réhrchen benéstigt.

(4) Bemerkungen zur Befundung

Coffein dient als Modellsubstanz fir die Fahigkeit der Leber, Fremdstoffe oxidativ bzw. durch Acetylierung zu
entgiften und aus dem Organismus zu entfernen.

Aus dem zeitlichen Verlauf der abfallenden Coffein-Konzentrationen in den Speichelproben lésst sich die
Halbwertzeit (t /2) sowie Clearance des Coffeins €l (Total) berechnen und mit den Werten einer Referenz-
Population vergleichen.

Die Angaben in der wissenschaftlichen Literatur schwanken dabei je nach untersuchtem Kollektiv; z.B. gibt es
for die Cl (Total) einen Referenzbereich von

0,74 - 3,40 ml / min / kg [* Gleiter C.H.,1992%];
0,70 - 1,80 ml / min / kg [* ,Great Smokies Diagnostic Laboratory”, USA*].

In einer Studie des ,Breakspear Hospitals”, UK, zeigten 9% der Patienten Werte unterhalb und 30% der
Patienten Werte oberhalb des Referenz- Bereichs der ,Great Smokies Labs” (s.o.) fir die Coffein-Clearance.

(5) Literatur
- Hoffmann A. et al., Z. Klin. Med.46 (3), 229-232 (1991);
Gleiter C.H., Arzneimitteltherapie 10 (8), 244 ff (1992);
Balogh A., Int. J. Clin. Pharmacol. Therap. Toxicol., 30, 383 (1992) und 31 (4), 208 (1993);
Monroe J., Breakspear Hospital, UK, persén. Mitteilungen (1994).
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